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Aspectos Ambientais e Genéticos no Desenvolvimento de Leucemias
RESUMO: (Aspectos Ambientais e Genéticos no Desenvolvimento de Leucemias). A etiologia da leucemia aguda (LA) pode 
ser explicada pela combinação de fatores genéticos e ambientais. Como exemplo das influências genéticas pode-se citar po-
limorfismos de genes de metabolização/detoxificação e, como de agente ambiental, a exposição ocupacional e por lazer. Tem 
sido descrito que leucemias infantis poderiam ter a iniciação ocorrendo in utero devido à exposição parental pré-ou durante a 
gestação. Este trabalho tem por objetivo analisar os polimorfismos dos genes GSTM1 e GSTT1 em relação à suscetibilidade de 
desenvolvimento de LA e a relação com alguns fatores ambientais. O DNA genômico de um banco de 87 pacientes foi analisado 
pela técnica de PCR multiplex. Também foram coletados dados de 24 famílias (pacientes pai e/ou mãe) e aplicado questionário 
sobre exposição. Foi detectado aumento significativo da freqüência do genótipo GSTT1 nulo quando comparado com uma po-
pulação controle (40% X 21%) (P=0.005). A freqüência do genótipo nulo para GSTM1 nos pacientes não apresentou diferença 
significativa com relação aos controles (50% X 50%). Foi detectada uma prevalência alta de pais que relatam exposição a tintas 
e solventes no período de pré-concepção, podendo este ser um fator importante na origem da doença.
Palavras chaves: Leucemia Aguda, polimorfismos, suscetibilidade genética, exposição ocupacional. 
ABSTRACT: (Environmental and Genetic Aspects on Leukemia Development). The causes of acute leukemia (AL) are likely 
to involve an interaction between genetic susceptibility and environment. Polymorphisms in genes coding metabolizing/deto-
xification enzymes are responsible for this susceptibility. Environmental exposure (occupational or recreational) may also be 
involved with the etiology of leukemia. Some studies have described that infant leukemia may have the initiation period during 
in utero development and this may be caused by the parental pre or during the pregnancy period. The aim of this study was to 
analyze polymorphisms of GSTM1 and GSTT1 genes in order to verify if they have a role in genetic susceptibility to AL and 
correlate with some environmental aspects. Genomic DNA from 87 patients was analyzed by a multiplex PCR methodology. 
Material from twenty four families (the patient, the mother and/or the father) were also analyzed and a questionnaire about 
environmental aspects was applied. Significant increase in the prevalence of GSTT1 null genotype was detected in the patient 
group comparing to controls (40% X 21%) (P=0.005). No difference was found in the prevalence of GSTM1 null genotype 
between AL patients and controls (50% X 50%). We detected higher prevalence of occupational exposure to solvents among 
the fathers, being this an important aspect on leukemia development. 
Key words: Acute Leukemia, polymorphism, genetic susceptibility, occupational exposure.
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 InTRODUçãO 
Leucemia refere-se a um grupo de neoplasias malignas 
que levam à proliferação clonal de células primordiais he-
matopoiéticas. Os sintomas mais comuns das leucemias 
são fadiga, fraqueza, perda de peso e anorexia (Robbins 
et al. 1996). A maioria dos casos é diagnosticada como 
Leucemia Linfóide Aguda (LLA) (Kwan et al. 2006).  
O Instituto Nacional do Câncer estima a ocorrência de 
9540 novos casos de leucemias no Brasil para o ano de 
2008. A expectativa para o estado do Rio Grande do Sul 
é de 810 novos casos (INCA 2008). 
A etiologia das LLAs em crianças pode ser explicada 
por uma combinação de fatores ambientais e suscetibi-
lidade genética. O estágio da iniciação parece ocorrer 
ainda na fase embrionária. Além disso, existem evidên-
cias sugerindo que a exposição pré-concepção dos pais a 
agentes xenobióticos também poderia influenciar na ini-
ciação da doença. Os estágios de promoção e progressão 
devem ocorrer após o nascimento. A exposição parental 
pré-concepção a hidrocarbonetos, compostos derivados 
de petróleo, solventes e poluição têm sido sugerida como 
fator de risco para a LLA infantil (Savitz & Chen 1990, 
Shu et al. 1999). A exposição in utero à radiação ionizante 
tem sido bem descrita como fator de risco bem como 
a exposição ocupacional materna a pesticidas durante 
a gravidez. O mecanismo aqui envolvido parece ser a 
carcinogênese transplacental. Outros estudos sugerem 
que algumas doenças maternas como gripe, pneumonia 
e doenças sexualmente transmissíveis, ocorrendo no 
período de três meses antes da gravidez até o final da 
amamentação, poderiam influenciar na iniciação da LLA. 
(Kwan et al. 2006, Pearson et al. 2000, Raaschou-Nielson 
et al. 2001, Reynolds et al. 2001). Também já foi sugerido 
o efeito protetor ocasionado pela suplementação de ferro 
durante a gestação (Kwan et al. 2006).
Genes e proteínas relacionados com metabolização/de-
toxificação de xenobióticos são usualmente utilizados em 
estudos de marcadores potenciais de suscetibilidade para 
desenvolvimento de várias doenças, inclusive câncer, nas 
quais a etiologia está relacionada à exposição ambiental. 
Genes que codificam para enzimas de ativação (reação de 
fase I) ou detoxificação (reação de fase II) de xenobióti-
cos são alvos potenciais para estudos de suscetibilidade 
genética. Muitos estudos mostram que a detoxificação 
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celular feita por enzimas está relacionada com a proteção 
celular. A inativação de xenobióticos e de toxinas endóge-
nas possibilita a preservação da integridade celular, além 
da inibição dos eventos de citotoxicidade provocados por 
estas substâncias e que podem ser a causa de algumas 
doenças, como as leucemias (Miller et al. 2002, Norppa 
2003, Wilkinson & Clapper 1997). As Glutationas-S-
transferases (GSTs) correspondem a uma superfamília 
envolvida na fase II e protegem a célula contra meta-
bólitos endógenos e exógenos através da conjugação da 
glutationa endógena com compostos eletrofílicos Estas 
enzimas estão envolvidas no metabolismo de xenobióti-
cos incluindo carcinógenos ambientais, espécies reativas 
de oxigênio e agentes terapêuticos (Hayes et al. 2005, 
Strange et al. 2001). 
Pelo menos sete classes de GSTs citosólicas são conhe-
cidas em mamíferos. Alguns genes têm sido bem caracte-
rizados como polimórficos. Alguns destes polimorfismos 
são associados com aumento da suscetibilidade à carcino-
gênese e a doenças inflamatórias (Hayes et al. 2005, Rhor 
et al. 2008). Os genes GSTM1, localizado no cromossomo 
1p13.1, e o GSTT1, localizado no cromossomo 22q11.2, 
apresentam polimorfismos de presença/ausência, o que 
resulta na falta das proteínas ativas (Pemble et al. 1994, 
Sprenger et al. 2000, Tan et al. 1995, Xu et al. 1998). 
Estes polimorfismos apresentam variação de frequências 
conforme a população e grupo étnico estudado (Arruda et 
al. 1998, Gaspar et al. 2004, Kvitko et al. 2006, Pemble 
et al. 1994, Warwick et al. 1994). 
Estudos mostram que a enzima GSTM1 ativa é respon-
sável pela detoxificação de hidrocarbonetos aromáticos 
policíclicos e solventes como o benzeno, enquanto que 
a GSTT1 detoxifica pequenos hidrocarbonetos reativos, 
como o óxido de etileno (Strange et al. 1999). 
Este trabalho tem como objetivo analisar aspectos 
da exposição parental no desenvolvimento da leucemia 
na criança e, a frequência dos polimorfismos dos genes 
GSTT1 e GSTM1 em pacientes que desenvolveram 
leucemias para verificar se estes polimorfismos estão 
colaborando com a suscetibilidade para o desenvolvi-
mento da doença. 
 MATERIAL E MéTODOS
Um banco de DNA foi estabelecido anteriormente no 
Laboratório de Imunogenética da Universidade Federal 
do Rio Grande do Sul com amostras de pacientes com 
Leucemia Aguda (LA). Todos os pacientes foram clas-
sificados como Euro-Brasileiros. A amostra consiste em 
87 pacientes classificados em: 35 LLA, 24 LMA (Leu-
cemia Mielóide Aguda) e 28 casos de LA (sem linhagem 
celular afetada determinada). Destes pacientes, 52 eram 
masculinos e 35 femininos. Outro conjunto de pacientes, 
com seus familiares, foram contatados através do setor 
de Hematologia do HCPA. Foram efetivamente coletados 
sangue para extração de DNA de 24 famílias. Antes da 
coleta, os familiares eram apresentados ao projeto. Os 
que concordavam em participar assinavam termo de con-
sentimento informado e um questionário relativo a dados 
de exposição ocupacional (emprego anterior e atual) ou 
lazer (cigarro, álcool, drogas) e características familiares 
(moradia anterior e atual, doenças na família, câncer na 
família, etc.) era preenchido. As famílias constam de pelo 
menos o paciente e um dos pais (o pai ou a mãe).
Extração de DNA e genotipagem
O DNA genômico destes pacientes foi extraído utili-
zando o protocolo de Lahiri & Nurnberger (1991). Os 
fragmentos gênicos das amostras foram amplificados 
utilizando-se primers específicos para os genes GSTM1, 
GSTT1 e GSTP1 em um protocolo de PCR multiplex 
(Gaspar et al. 2004). O gene GSTP1 foi usado como 
controle de amplificação visto que ambos genes anali-
sados (GSTM1 e GSTT1) apresentam polimorfismos de 
ausência e presença. A tabela 1 apresenta os tamanhos de 
fragmentos e as sequências dos primers utilizados. Em 
cada reação foram utilizados 100 ng de DNA genômi-
co, 15 pmol de cada primer, 10 mM Tris-HCl, 4,5 mM 
MgCl2, 50 mM KCl, 100 mM de dNTPs e 1,0 U Taq DNA 
polimerase em um volume total de 50 μL. O protocolo 
de amplificação consiste de 5 minutos de desnaturação 
inicial a 94ºC, 6 ciclos em touchdown com 94ºC, por 
1 minuto, seguido de 2 minutos a 59ºC (decrescendo a 
54ºC em uma taxa de 1ºC por ciclo) e 1 minuto a 72ºC, 
e 30 ciclos com 1 minuto a 94ºC, seguido de 1 minuto 
a 55ºC e 1 minuto a 72ºC. Os produtos da amplificação 
foram analisados em gel de agarose 3%, corado com 
brometo de etídeo.
Análise estatística
A frequência genotípica foi determinada por contagem 
nos dois sistemas. Tabelas de contingências, Teste Exato 
de Fisher e Teste T foram utilizados com o programa 
INSTAT para comparação das médias de idade e fre-
quência dos genótipos nas duas amostras (pacientes e 
controles).
Gene Tamanho do fragmento Primer Sequência (5’→3’)
GSTM1 216pb P105F ACC CCA GGG CTC TAT GGG AA
P105R TGA GGG CAC AAG AAG CCC TT
GSTT1 480pb F1144 TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA
F1143 TTC CTT ACT GGT CCT CAC ATC TC 
GSTP1 176pb G6 GTT GGG CTC AAA TAT ACG GTG G
G5 GAA CTC CCT GAA AAG CTA AAG C 
Tabela 1. Sequências dos primers utilizados para análise de PCR e os tamanhos dos fragmentos amplificados.
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RESULTADOS
A idade destes pacientes variou entre seis meses e 63 
anos, para LLA, sendo a média de 15,64±17,16 anos, 
e entre seis e 80 anos para LMA, sendo a média de 
34,75±20,93 anos. Os pacientes provenientes do HCPA 
tinham média de idade, ao diagnóstico, de 7,90 ± 4,76. 
Destes, 16 pacientes eram masculinos e 8 femininos. 
Não houve diferença em relação à idade ao diagnóstico 
quando comparados pacientes masculinos e femininos
Quanto aos resultados relacionados à exposição pa-
rental, foi verificado que, em relação ao hábito tabagista, 
33,33% das mães fumam ou já fumaram, sendo que 
19,05% fumaram durante a gestação. Já entre os pais 
a porcentagem de fumantes foi de 71,43%, um valor 
alto detectado na nossa amostra. Outro fator ambiental 
que avaliamos foi a exposição ocupacional a diferen-
tes substâncias como tintas, solventes e agrotóxicos. 
Detectamos que 14,29% das mães e 71,43% dos pais 
relataram algum tipo de exposição ocupacional. A ex-
posição materna foi principalmente a agrotóxicos e ao 
butano-propano; a exposição paterna foi, principalmente, 
a tintas e solventes. 
 A tabela 2 apresenta os resultados das frequências dos 
genótipos nulos relacionados aos genes GSTM1 e GSTT. 
Foi verificada diferença estatística entre as frequências 
do genótipo nulo para GSTT1, comparando pacientes 
com LA e a amostra controle (P=0,005). Como grupo 
controle foram usadas as frequências dos genótipos já 
descritas para população Euro-Brasileira do Rio Grande 
do Sul (Gaspar et al. 2004).
 DISCUSSãO
Embora algumas síndromes de origem monogênica 
estão associadas com o desenvolvimento de leucemias, 
elas explicam apenas uma pequena fração dos casos. Para 
muitos casos, a origem pode ser explicada por múltiplos 
fatores genéticos, como polimorfismos em enzimas me-
tabolizadoras de xenobióticos, que podem interagir com 
fatores ambientais e modular a resposta desta exposição 
quando considerado o nível de dano incorporado e o 
resultando na indução da doença. Alguns trabalhos já 
relacionaram as Glutationas-S-transaferases com o de-
senvolvimento de LLA, mas com ressalvas de que estes 
achados deveriam ser confirmados por estudos maiores 
e com atenção especial a diversidade e geográfica na 
frequência destes polimorfismos (Pui et al. 2004). 
A família das enzimas GSTs está envolvida no meta-
bolismo de muitos xenobióticos, tendo seus níveis indu-
zidos pela exposição a substâncias externas; esta indução 
sugere que estas enzimas fazem parte de um sistema 
adaptativo ao estresse químico (Rollinson et al. 2000). 
As GSTs podem regular os níveis de dano ao DNA das 
células tronco hematopoiéticas. In vitro, o genótipo nulo 
de GSTT1 foi associado a um aumento da frequência de 
troca de cromátides irmãs induzidas por diepoxibutano 
em cultura de linfócitos (Norppa et al. 1995). A presença 
do gene GSTM1 mostrou um papel de proteção de danos 
de DNA induzidos quimicamente e aductos de DNA (Liu 
et al. 1991, Van Poppel et al. 1992, Shields et al. 1993, 
Scarpato et al. 1997). Já foram detectadas as presenças 
das proteínas GSTT1 e GSTM1 na medula óssea de pa-
cientes com neuroblastoma. Estas observações podem ser 
consideradas como indicando um mecanismo biológico 
de ligação entre o aumento no risco de desenvolvimento 
de leucemia e falta de atividade das enzimas GSTT1 e 
GSTM1 neste tecido (Hall et al. 1994, Rollinson et al. 
2000). As enzimas GSTs também estão envolvidas na rota 
de defesa contra elementos endógenos tóxicos, agindo 
na via metabólica de excreção das espécies reativas de 
oxigênio (ROS). A importância do estudo destes polimor-
fismos também fica ressaltada quando consideramos que 
ROS pode ser gerado por estresse oxidativo celular, um 
componente endógeno da célula. A interação gene–am-
biente, considerando estes polimorfismos em doenças 
auto-imunes, também tem sido estudada como em artrite 
reumatóide, lúpus, Síndrome de Sjögren, colite ulcerativa 
esclerose (revisão em Rohr et al. 2008). Em uma amostra 
de pacientes provenientes da mesma região deste trabalho 
(Porto Alegre, RS), Rohr et al. (2008) demonstraram in-
fluência do gene GSTT1 na etiologia de artrite idiopática 
juvenil, onde os pacientes apresentaram frequência maior 
de genótipo nulo para este gene.
Este mesmo gene, o GSTT1, em nossos resultados, 
parece estar associado com o desenvolvimento de LA, 
enquanto que a falta da enzima GSTM1 não parece estar 
envolvida com o desenvolvimento da doença. Estes resul-
tados estão de acordo com os encontrados por Rollinson 
et al. (2000) em uma amostra de indivíduos adultos do 
Reino Unido que desenvolveram LA. Entretanto, outros 
autores não encontraram associação entre o genótipo 
nulo GSTT1 e outros genes de metabolização em LLA. 
(Canalle et al. 2004). Yuille et al. (2002) estudando uma 
amostra de pacientes com LLC, não encontraram dife-
renças nas frequências dos genótipos nulos de GSTM1 
e GSTT1, porém, avaliando os genótipos de GSTP1, 
observaram que as frequências dos que conferem uma 
redução da atividade enzimática estavam aumentadas, 
apesar de não ser uma diferença significativa.
Esta diferença entre os estudos pode indicar que a 
 *P=0.005
 ** Resultados descritos em Gaspar et al. 2004
Tabela 2. Frequências dos genótipos nulos de GSTM1 e GSTT1 na população controle de Euro-brasileiros e na amostra de pacientes com 
Leucemia Aguda.
Genótipo Euro-brasileiros** Pacientes
GSTM1 nulo   0,5     0,5
GSTT1 nulo   0,211 *   0,4 *
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influência dos genótipos nulos de GSTT1 e GSTM1 na 
suscetibilidade genética para leucemias varia entre as 
populações, ou que podem estar havendo diferenças na 
exposição ambiental envolvendo o desenvolvimento de 
leucemia devido a interações especificas gene-gene ou 
gene-ambiente. Este último ponto poderia ser reforçado 
pelos resultados apresentados no trabalho de revisão 
de Pui et al. (2004) onde é demonstrado que alterações 
genéticas são diferentes quando são comparadas as leuce-
mias agudas que se desenvolvem em crianças e adultos. 
Assim, acredita-se que a exposição e a metabolização 
dos xenobióticos no período pré-concepção e no período 
embrionário/fetal seria fator de risco importante para 
o desenvolvimento da doença em idade mais precoce. 
Nossos resultados até aqui demonstram indícios de uma 
possível influência de fator ambiental genotóxico rela-
cionado com o desenvolvimento de LA em criança, fator 
que pode estar relacionado com a exposição parental. Na 
amostra estudada foi possível identificar alguns fatores 
ambientais relacionados como de risco, principalmente 
através da exposição ocupacional paterna, salientando 
uma prevalência à exposição a solventes e tintas. Estes 
dados são preliminares e devem ser interpretados com 
cautela, o que deveremos fazer aumentando a amostra e 
estudando outros genes de metabolismo. 
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